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Вступ
Епоксидним смолам (ЕС), виробництво та використання яких у світовій промисловості невпинно зростає, притаманні виражені гепатотоксичні властивості [1-3]. У значної кількості працівників, які безпосередньо контактують з ЕС, при обстеженні виявляють токсичні гепатопатії [4-6]. Особливо небезпечними у цьому плані є епіхлоргідрин (ЕХГ), толуол та інші леткі компоненти ЕС, які можуть накопичуватися в повітрі робочої зони у високих концентраціях [7-9]. Ці факти роблять надзвичайно актуальною проблему фармакологічної корекції патологічних змін при токсичних ураженнях печінки ЕС. 

Мета роботи
Для розроблення нових та вдосконалення існуючих методів лікування токсичних гепатопатій, спричинених леткими компонентами ЕС дослідити ефективність лікарських засобів з різними механізмами дії на біохімічні показники сироватки крові щурів, які характеризують вираженість і особливості пошкодження гепатоцитів токсичними речовинами. 

Матеріали та методи дослідження
Досліди проводили на білих щурах-самцях лінії Вістар масою 150-190г. Гостре токсичне ураження печінки спричиняли шляхом одноразового 4-годинного інгаляційного динамічного впливу леткими компонентами ЕС ЕД-20 в концентрації, яка складає 1/3 LC50 (120-140мг/м3) за ЕХГ. Інгаляційну затравку здійснювали в установці, змонтованій за методом А.П. Яворівського [9] в нашій модифікації [2].
Частині тварин вводили кверцетин внутрішньошлунково в дозі        350 мг/кг (ЕД50), флавінат - внутрішньом`язово 4 мг/кг (ЕД50), ліпін - внутрішньочеревно 0,8 ммоль/кг (ЕД30), ацетилцистеїн - внутрішньочеревно 450 мг/кг (ЕД50) за лікувально-профілактичною схемою відповідно за 3, 1, 0,5 і 0,5 години до початку затравки і через 5 хвилин після її закінчення. Забій тварин здійснювали через 12, 24, 72 і 120 годин після останнього введення препаратів. ЕД50 і ЕД30 застосовуваних лікарських препаратів визначали в умовах їх профілактичного введення на основі процента виживання тварин на моделі гострої інгаляційної статичної  30-хвилинної затравки білих щурів найбільш токсичним і небезпечним летким компонентом ЕС - ЕХГ (LC50-LC100) за методикою Б.М. Штабського і співавторів [11].
Омепразол і клофібрат використовували за схемою з метою індукції епоксидгідролази [10]. Омепразол вводили внутрішньочеревно 1 раз на день по 50 мг/кг маси протягом 7 днів, а клофібрат - внутрішньошлунково 1 раз на день по 200 мг/кг маси протягом 2 днів. Інтоксикацію леткими компонентами ЕС ЕД-20 проводили через 24 години після останнього введення препаратів. Проби крові забирали через 12, 24, 72 і 120 годин після впливу летких компонентів ЕС ЕД-20.
Про ступінь і характер пошкодження печінки леткими компонентами ЕС ЕД-20 робили висновок за активністю в сироватці крові аланінамінотрансферази (АлАТ), аспартатамінотрансферази (АсАТ) [12], лужної фосфатази (ЛФ) [13], кислої фосфатази (КФ) [14] і рівня холегліцину (ХГ). Радіоімунний аналіз вмісту ХГ в сироватці крові здійснювався за допомогою комерційного набору фірми “ABBOTT LABORATORIES” (США). 
Отримані експериментальні дані обробляли статистично загальновідомим методом за допомогою критерію t Стьюдента.

Результати власних досліджень та їх обґрунтування
Проведені дослідження показали, що інтоксикація леткими компонентами ЕС ЕД-20 характеризується різким зростанням активності амінотрансфераз в сироватці крові щурів контрольних груп (рис. 1).


Рисунок 1 - Вплив лікарських засобів, що досліджуються, на активність АлАТ (а) і АсАТ (б) в сироватці крові щурів при гострому інгаляційному отруєнні леткими компонентами ЕС ЕД-20 на 12-ту і 24-ту години після закінчення затравки (n=8-10). По осях ординат: активність АлАТ і АсАТ в ммоль/годл. По осях абсцис тут і на рисунку 2: 1 - інтактні тварини; 2 - контроль; 3 - ЕС ЕД-20+кверцетин (350 мг/кг); 4 - ЕС ЕД-20+флавінат          (4 мг/кг); 5 - ЕС ЕД-20+ліпін (0,8 ммоль/кг); 6 - ЕС ЕД-20+ацетилцистеїн (450 мг/кг);    7 - ЕС ЕД-20+омепразол (50 мг/кг); 8 - ЕС ЕД-20+клофібрат (200 мг/кг). Довірчі інтервали при р<0,05
Так, активність АлАТ через 12 годин після закінчення затравки була в 1,9-3,2 (р1<0,001), а АсАТ в 2,5-2,7 (р1<0,001) разу вищою, ніж в групах інтактних тварин. Через 24 години після інтоксикації показники активності АлАТ і АсАТ в сироватці крові були дещо нижчими, але перевищували такі у інтактних тварин в 1,5-2,5 (р1<0,05-0,01) і 2,1-2,4 (р1<0,001) разу відповідно. Ці факти свідчать про значне підвищення проникності цитоплазматичних і деякою мірою мітохондріальних мембран гепатоцитів в результаті токсичного впливу летких компонентів ЕС ЕД-20, що, очевидно, є наслідком ранньої активації процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), зумовлених, по-перше, алкілуванням низькомолекулярних тіоловмісних сполук і зниженням активності системи антиоксидантного захисту [15,16], а по-друге - високою окиснювальною здатністю епоксисполук, яка обумовлена наявністю групи -С-О-С- [17].
При оцінці активності АлАТ і АсАТ в сироватці крові слід враховувати деякі біологічні і хімічні особливості самих амінотрансфераз. У зв’язку з тим, що АлАТ розміщений в основному в цитоплазмі, а АсАТ - в цитоплазмі і у зв`язаній формі в ядрах і мітохондріях, швидкість проникнення їх через мембрану гепатоцитів різна [18]. Отруєння леткими компонентами ЕС, в тому числі ЕХГ, які є сильними мембранотропними отрутами і лабілізаторами клітинних мембран, спричиняє, очевидно, за аналогією до СCl4 зміни трансмембранного потенціалу плазмолеми і в кров першими виходять не зв’язані із структурами ензими [19]. Цим пояснюється більше виражене підвищення в крові активності АлАТ в порівнянні з АсАТ в перші 12 годин після динамічної інгаляційної затравки. Високий рівень активності АсАТ в обидва строки експерименту, очевидно, зв’язаний з деструктивними явищами як в цитоплазматичних мембранах, так і в ядрі і мітохондріях гепатоцитів [16].
Результати дослідження активності локалізованої в лізосомах КФ в сироватці крові щурів, отруєних леткими компонентами ЕС, показали наявність значної і статистично достовірної гіперферментемії, яка приблизно в 1,7-2,1 (р1<0,01-0,001) разу перевищувала аналогічний показник у здорових тварин в обидва строки експерименту (рис. 2). Можливо, це свідчить про лабілізацію лізосомальних мембран, з одного боку [16], а з іншого - є одним із факторів, що вказує на розвиток дегенеративно-дистрофічних і некротичних змін паренхіми печінки, які спостерігались під світловим мікроскопом і при електронно-мікроскопічних дослідженнях [2,16]. Про можливість використання КФ за лізосомальний індикатор йдеться в роботі Л.І. Хазанова [18]. 
На розвиток явищ внутрішньопечінкового холестазу у щурів контрольних груп вказують підвищення в сироватці крові в усі строки експерименту активності ЛФ (рис. 2) і концентрації ХГ (табл. 1). Так, через 72 години після вилучення тварин із камери активність ЛФ у отруєних щурів перевищувала аналогічний показник у інтактних тварин в 1,5-1,9 (р1<0,001) разу. На 5-ту добу дослідження спостерігалася тенденція до зниження активності ЛФ в крові, хоча величина цього показника залишалася достовірно вищою, ніж у інтактних тварин. Динаміка зміни рівня ХГ в крові тварин після гострої динамічної інтоксикації леткими компонентами ЕС ЕД-20 свідчить про статистично значуще зростання концентрації солі холієвої кислоти у всі строки дослідження в 3,1-4,8 (р1<0,02) разу, з максимумом на 72-годинній позначці.
Таким чином, навіть та невелика кількість наведених в цій роботі даних показує, що при гострому токсичному пошкодженні печінки леткими компонентами ЕС у досліджуваних тварин мають місце суттєві і неоднозначні зміни функції мембран гепатоцитів, які пов`язані з порушенням їх проникності. В ранні строки після інтоксикації переважають явища цитолізу, а в більш пізні - явища холестазу [15].

 Таблиця 1 - Вплив досліджуваних лікарських засобів на вміст холегліцину (мкг/дл) в сироватці крові щурів при гострій динамічній інгаляційній інтоксикації леткими компонентами ЕС ЕД –20             (М±m, n=6-9)










Примітка. Р1 - дано в порівнянні з інтактними тваринами;                Р2 - дано в порівнянні з контролем

Для фармакологічної корекції виникаючих при гострій інтоксикації леткими компонентами ЕС метаболічних змін в печінці і організмі в цілому нами застосовані препарати, дія яких спрямована на основні ланки розвитку патологічного процесу і виправлення уже пошкодженої ЕС фосфоліпідної матриці мембран. 




Рисунок 2 - Вплив лікарських засобів, що досліджуються, на активність КФ (а) і ЛФ(б) в сироватці крові щурів при гострому інгаляційному отруєнні леткими компонентами ЕС ЕД-20 на 72-гу і 120-ту години після закінчення затравки (n=8-10). По осях ординат: активність КФ у ВЕ і ЛФ в ммоль/годл. Довірчі інтервали при р<0,05

Аналізуючи отримані результати, слід зазначити, що, незважаючи на достовірне зниження активності АлАТ і АсАТ на 12-годинній позначці під впливом всіх застосованих препаратів, відмінності з інтактною групою тварин, за винятком флавінату, теж мають достовірний характер (р1<0,05-0,001) (рис. 1). Останнє свідчить про недостатню ефективність кверцетину, ліпіну і ацетилцистеїну в ранній строк після гострої інтоксикації леткими компонентами ЕС ЕД-20. Характерно, що через 24 години після інтоксикації зменшення активності АлАТ під впливом лікарських засобів, крім ліпіну було помітно менше вираженим, ніж через 12 годин і в усіх випадках статистично недостовірним (р2>0,05-0,25), але статистично значущим в порівнянні з інтактними щурами (р1<0,05-0,001). Аналогічна картина в даний строк спостерігалася і відносно АсАТ. Достовірне зменшення цього показника відмічалося лише під впливом кверцетину і флавінату (р2<0,01-0,02).
Що стосується впливу застосовуваних нами лікарських засобів на активність КФ при гострому отруєнні ЕС, то найбільш виражений ефект спостерігався при використанні кверцетину. Як бачимо із рисунка 2, введення цього препарату білим щурам за лікувально-профілактичною схемою супроводжувалося зменшенням активності КФ через 72 години на 45% (р2<0,001), а через 120 годин - на 42% (р2<0,01). Різниця з інтактною групою тварин не має достовірного характеру (р1>0,1-0,5). Наведені дані свідчать про те, що даний біофлавоноїд, очевидно, здатний стабілізувати лізосомальні мембрани гепатоцитів в умовах деструктивної дії ЕС. Вивчення детоксикуючої активності флавінату і ліпіну показало, що в плані зменшення рівня КФ в крові ці препарати значно поступаються кверцетину, а ацетилцистеїн проявляє достатню ефективність (р2<0,001) лише на 72-годинній позначці.
Аналогічна, як і у випадку з КФ, закономірність зафіксована при дослідженні впливу кверцетину і флавінату на активність ЛФ, що зростала в результаті інтоксикації леткими компонентами ЕС (рис. 2). Слід особливо відзначити, що при застосуванні в умовах модельованої нами патології ліпіну і ацетилцистеїну спостерігалося не тільки достовірне зниження рівня ЛФ в обидва строки після інтоксикації, але і наближення її активності до такої, що характерна для здорових тварин. Дещо підвищена активність ЛФ, що зберігається після лікування, не є статистично значущою (р1>0,05-0,25).
Динаміка зміни вмісту ХГ в сироватці крові при лікувально-профілактичному введенні досліджуваних нами лікарських засобів в умовах гострої інтоксикації леткими компонентами ЕС ЕД-20 подана у таблиці 1. Встановлено, що кверцетин знижує підвищений при отруєнні ЕС рівень ХГ в крові через 24, 72 і 120 годин на 48%, 64% і 79%, флавінат - на 50%, 68% і 63%, а ацетилцистеїн дещо менше - на 35%, 60% і 49% відповідно. Необхідно зазначити, що результати, які характеризують ефективність кверцетину і флавінату, в порівнянні з контролем були достовірні лише на 72- і 120-годинній позначці, а ацетилцистеїну недостовірні в усі строки дослідження. Однак, незважаючи на це, досить високий відсоток зменшення концентрації ХГ в крові при дії ацетилцистеїну не виключає можливості подальших досліджень з цим препаратом, особливо в плані комбінованої фармакотерапії інтоксикацій ЕС. Слід також сказати, що незважаючи на відсутність повної нормалізації рівня ХГ в крові під впливом кверцетину і флавінату, все-таки розбіжність у всі строки дослідження в порівнянні з інтактними тваринами, за винятком 24-годинної відмітки для флавінату, не має достовірного характеру.
Відомо, що одним із справджених шляхів терапії патології хімічної етіології є керування процесами метаболізму ксенобіотиків з допомогою фармакологічних засобів, які здатні регулювати активність основних ферментів детоксикації.
У зв’язку з тим, що основним шляхом розпаду і детоксикації епоксидів у клітині є гідроліз, який здійснюється за участю епоксидгідролази [20], наступна серія експериментів була присвячена вивченню ефективності індукторів цього ферменту омепразолу і клофібрату [10] при гострій інтоксикації леткими компонентами ЕС.
Введення протягом 7 днів омепразолу (рис. 1) спричиняло зменшення активності АлАТ в сироватці крові щурів через 12 і 24 години відповідно на 56% (р2<0,001) і 26% (р2>0,1), а АсАТ - на 56% (р2<0,001) і 33% (р2<0,02) в порівнянні з контрольною групою тварин. Необхідно зазначити, що підвищена активність амінотрансфераз, яка зберігається на фоні лікування, не має достовірного характеру. Нормалізуючий вплив даного препарату проявляється також і відносно КФ і ЛФ сироватки крові (рис. 2), активність яких наближена до величин, що фіксували у інтактних тварин (р1>0,25-0,5). Встановлено, що застосування омепразолу в індукувальних епоксидгідролазу дозах за 24 години до дії пошкоджувальних факторів в 4-4,5 разу знижує і практично повністю відновлює рівень ХГ у всі строки дослідження (табл. 1).
Дані результати свідчать про те, що омепразол здатний в достатній мірі активно попереджувати ріст активності амінотрансфераз, фосфатаз та збільшення концентрації ХГ у сироватці крові тварин з модельованою формою інтоксикації ЕС.
Можливо, це зв`язано з тим, що трансдигідродіоли, які утворюються із епоксидів під впливом епоксидгідролази, являють собою сполуки значно менше токсичні, ніж вихідні речовини [21,22]. Очевидно, що бензимідазольний скелет омепразолу є важливою детермінантою в індукції цим препаратом епоксидгідролази і його ефективності. 
Однак індукція епоксидгідролази не завжди супроводжується вираженим гепатозахисним та детоксикуючим ефектами. Використання для нормалізації порушених при інтоксикації ЕС біохімічних процесів у печінці похідного фіброєвої кислоти клофібрату, індукуюча активність якого відносно епоксидгідролази за результатами раніше проведених нами експериментів вища, ніж у омепразолу [10], не справдило наших оптимістичних прогнозів. Введення протягом двох днів перед гострою інгаляційною затравкою леткими компонентами ЕС клофібрату не викликало суттєвих позитивних змін з боку досліджуваних нами показників. Проявлялася лише тенденція до зниження активності амінотрансфераз (рис. 1), фосфатаз (рис. 2) і концентрації ХГ (табл. 1) в крові. Результати досліджень були статистично недостовірні. Не достовірною виявилася і більш суттєва позитивна динаміка з боку ХГ, рівень якого через 24, 72 і 120 годин після інтоксикації був відповідно на 30%, 46% і 26% нижчим, ніж у контрольній групі тварин. Такі розбіжності в ефективності цих препаратів, можливо, обумовлені їх різноспрямованим впливом на вміст цитохрому Р450 в гепатоцитах, за допомогою якого здійснюється метаболізм більшості жиророзчинних ксенобіотиків і ендогенних речовин з проміжним утворенням в організмі епоксидних сполук. Доведено, що клофібрат спричиняє індукцію і значне збільшення рівня цитохрому Р450 [23], а омепразол, навпаки, пригнічує його активність [24]. Підтвердженням цьому є встановлений раніше І.Ю.Висоцьким (1999) факт підсилення токсичності ЕХГ під впливом індукувальних цитохром Р450 доз фенобарбіталу [25].

Висновки роботи та перспективи подальших досліджень
Таким чином, в результаті проведеної нами роботи було виявлено, що у щурів, отруєних леткими компонентами ЕС ЕД-20, в сироватці крові значно зростає активність амінотрансфераз, КФ, ЛФ, а також концентрація ХГ. Характерно, що активність амінотрансфераз максимальна через 12 годин після інтоксикації, КФ і ЛФ - 72-120 годин, а ХГ - через 72 години. Отримані результати опосередковано свідчать про два основних типи пошкодження мембран гепатоцитів ЕС з порушенням їх проникності - цитолітичний, який може бути пов`язаний із ранньою активацією вільнорадикальних процесів [15], і холестатичний - із змінами метаболізму жовчних кислот і холестерину [26]. Слід зазначити, що порушення нормальних співвідношень жовчних кислот, холестерину та інших компонентів жовчі робить неможливим утворення жовчної міцели, а, як відомо, тільки міцела забезпечує оптимальне виведення із гепатоциту усіх цих складових, більшість з яких погано розчинні у воді, і запобігає, таким чином, розвитку холестатичних явищ [18]. 
Порівняльне вивчення при гострій інтоксикації ЕС ефективності індукторів епоксидгідролази омепразолу і клофібрату [10] показало, що омепразол має добре виражений детоксикуючий і гепатозахисний ефекти. Дія клофібрату виражена недостатньо і статистично не достовірна. 
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